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                           Norifumi OBA 
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                          (Director  : Prof. T. Inada) 
   1) On the basis of Zimmermann's  m-dinitrobenzene reaction, rate of 17-ketosteroid  ex-
cretion was measured by means of the modified "Drekter's or Pearson's" method, i.e. 
Miyake's method. 
   2) In order to study the color reaction, 8N  KOH was  utilized for Pearson's method 
which produced better stability and quick responses. 
   3) The standard crystalline steroids were utilized for the test of ketonic  androsterone, 
except for nonketonic substances which was examined by testosterone. 
   4)  As for the color correction, the equation of Fraser was adopted. 
   5) Hydrolysis and extraction was carried out in the methodof Drekter's and Miyake's.
1緒 言
男性 ホルモ ンの測定は,従 来,生 物学的定量
法 に限 られ之を 人体に応用する事は,困 難であ





と略 記 する)の 研 究が 旺 んに なつた.然 も
17-KSはAndrogeneの代謝に密接な関係が あ
る.余 は今回,泌 尿生殖器疾患に於 ける男性 ホ
ルモンの問題を探研す る為に17-KSの 研究 に
着 手 したのである.
男性 ホルモ ンの来歴を簡単 に記す と,1850年
Berthold及びBrowns6quardが睾丸は内分
泌機能のある事 を発 見した.そ の後1931年Bu-
tenaudtが男尿中 よりAndrosterone結晶の分
離 に成功 し,次 にLaquerは牛 睾丸中か ら,
Androsteroneよりも遙 に強 力な作用のあ る結
晶を得て,之 をTestosteroneと命 名 し た.
Ruzickaは此の構造式 を証明 した.即 ち △4-
androsterone-17-ol-3-onである.3(Callowは
婦 人尿に もAlldrosterone,Dehydroandroste.
roneが含 まれ ている事を証 明 し,之 等 の物質
は,睾 丸ばか りでな く副腎皮質で も産生 され る
であろ うと云われ るに至つた.そ れ以来,副 腎
皮質か ら結晶 ステ ロイ ドが抽 出された.従 つて
現在 では,男 性 ホルモ ンは男女共 産生 されるの
で,男性 のみに特有 なものでな く,即ち男性 の二
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次性徴 や特定 の器管に作 用するだけでな く,男
女 を通 じて生体 の発育 や蛋 白代謝に重要な作用
を もつ もの と考 え られ る.次に17-KSの化学 的
性質 を述べ ると,Steroidとは,一般 にCyclo.
pentanoperhydrophenanthrene環系を有 し,
Cholesterineから誘導 され る化合物 と解 され
ている.男 性 ホルモ ン作 用を呈するス テロイ ド
としては現在20数種類 が知 られ ている.17-KS
はC17にケ トン群 を持 つC19の ステロイ ドで あ
る.又 フェ ノール形 と非 フェノール形(中 性)
の二種類 がある.Estroneは17-KSではある
が フェ ノール形 をもつ酸性の17-KSで,普 通
の17.KS抽 出浄化に際 して,強 滴で洗 う時に
除去 されてしまう.17-KSとは通常,尿 の抽出
液の中性 分劃に含 まれ るものを指 し,之 を中性
17-KSとも呼 ぶ.17.KSの中にC3に 一〇Hを
もつ ものをアル コール性17-KSと 呼び,C3に
OHの 無 い非 アル コール 性17-KSと 区 別 す
る.尿 中17-KSの中で,主 要な ものはAndro一
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sterone,Etiocholanolone,Dehydroisoandro-
sterone,Isoandrosteroneであ る.そ の 中 で
も,健 康 者 尿 中 で はAndrosterone,Etiocho.
lanoloneが17-KSの大 部 分 を 占 め る.之 等 は
C3にa-OHを も つ も の で あ り,a-17KSと 呼
ぶ.Dehydroisoandrosteroneや,Isoandro-
steroneはC3に β一〇H持 っ て お り,之 を β一
17-KSと呼 ぶ.主 と し て α一17.KSは副 腎 及 び 性
腺 か ら,β 一17-KSは副 腎 に 由 来 す る も の で,尿 の
中 性17-KSは α が850/o～900/.,βが10～15
%と 考 え られ て い る.従 つ て 尿 中17-KSのす べ
て が 男 性 ホ ル モ ン で は な い が,生 体 に 於 け る ス
テ ロ イ ド代 謝 に 特 別 な 異 常 が な い 限 り,尿 の17
-KS排 泄 量 は ほ ぼ 男 性 に 於 け る ホ ル モ ン生 成 の
状 態 を 示 す も の と考 え る事 が 出 来 る.17-KSの
体 内 で の 源 泉 は,主 と し て 副 腎 皮 質 及 び 睾 丸 の
間 質 細 胞 と考 え られ る.そ の 他 卵 巣 や 胎 盤 か ら
も 徴 量 の 男 性 ホ ル モ ン が,生 ず る よ うで あ る.































































と思われ るのであ る.又 男子で も正常 の場 合は
副腎皮質 に由来す るものが睾丸を源 泉 とす るも
のよりも,そ の量 は多いと考え られ てい る.即
ち尿中17-KS排 泄量の3/5は副腎性であ り,
睾丸性 の ものは副腎性 の約1/2と云われる.
尿中17-KSの 一部は男性 ホルモ ンの最 も強
力な もので あるTestosteroneの代謝産物 とし
て生 ずる.此 のTestosteroneの化 学 的 特 徴
は,17位の炭素 に於け る β 位 の一〇Hと3位 の
炭素 に於け る=CO及 び △4二 重結 合である.
之 が代謝 されて,17位OH基 が酸 化され てCO
になる他,3位 のCO基 が還元 されてOH基
にな り,△4二 重結合は水素添加に より,一 重
結合 とな る.第2図,第3図 の示す如 くTesto-
steroneの代謝に よつて生ず る17-KSの 中.
主要 なるものはAndrosterone,Etiocholano-
loneである.そ の他は副腎皮質 ホルモ ンCor-
ticosterone,Cortisone,Desoxycorticoste-
rone,Dehydrocorticosterolle等の代謝産物 と




次にAndrogeneの測定 につき述 べ ると,従
来 は生物学的検定法のみであ り,そ の主 な方法
は鶏冠発育試験,ラ ツテの摂護腺及 び精嚢 の重
量変化に よる試験魚類 に於 ける婚 姻 色に よる試
験 その 他蛋 白質代謝に よる試験等があ る.化 学
的定量法 としてはZimmermann反 応 の原理
(以下Z反 応 と略記す る)を 応用 して 行 わ れ
る.即 ちZimmermannに よると,苛 性加里
及びエチ ールアル コールの存在 のもとにm-Di-
nitrobenzene(以下m-Dnbと略記 す る)の不均
衡 な不安定活性な炭素が.17-KSの同じ く活性
な一Co・CH2群と結合 してキノイ ド形 となつ て,紫
赤色の呈色物質を生ず ると云われ る.此 の呈色
物質の吸光 スペク トルに就 いてはLallgstroth
の研究が ある.即 ちZimmermalmはm-Dllb
に よつて,性 ホルモンが高度稀繹 でもよ く判 る
呈色 をす る事を発見 した.之 より尿 中17-KSの
定量 が旺 んに行 われるようになつ た.此 の反応




呈す る。之 に反して,生 物学的には最 も強力 な
作用 のあ るT stosterolleなどで も,17-KSで
ない ものは,反 応を異 にするのであ る.従 つて
尿中のAndrogeneの生物学的定量 と17。KSの
化学的定量 とは同意義 のものでは ないが.実 際
には尿中の多寡 とAndrogelle排泄量 とは略 ・々
平 行 の関係を示す





の方法が ある.尿 中エキスには17-KS以 外 の
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非 ケ トン性 ステ ロイ ドも相当含まれる.従 って
GirardreagentTによつてクFン 分劃だけを
分劃 して測定す る事が更に正確 な方法であ る,
此 の方法 にはHoltorff-Koch法のNathanson-
Wilson改良法,Choen法があ る.之を叉Pol-
arographで測定 する もの としてはWolfe,Butt
等 の方法 があ り,そ の他 三塩化ア ンチモン反応
に よるPincus法もあ る.本 邦に於 て は 之 等
の方法 又は改良 を行 つた ものに三宅氏法,福 田
氏,増 田氏,岸 本 ・松本 氏,鈴 木氏,安 達氏,
大野氏等 の方法が ある.此 の中,三 宅氏法 はZ
反応の原理 に基 きDrekterの方法 に準 じて尿
か ら中性 エキスを製 し,Pearsonの方 法 を改
良 して行つ たものであ る.余 も三宅氏法 に準 じ








































3.Dehydroisoandrosteroneの呈 色 反 応
呈色 反 応 に用 い る ス テ ロイ ドは,主 と してAndro-
sterone及びDehydroisoandrosteroneであ る.余
はDehydroisoandrosterone(隔点146。0～146.50C〕
を用 い た.そ の 無水 酒精 溶 液0.4ccに2%m-Dnb
無水 酒 精 溶液0.4ccとKOH水 溶 液0.6ccとを加 え
て反 応 せ しめ た 後,稀 繹液 で 薄 め て 日立光 電 光度 計で
測 定 した結 果 は,第1表 に示 す 通 りで あ る.吸 光度 ば
第1表Dehydroisoandrosteroneの呈 色反 応


































































・・m・… 並 …Beerの 法 貝1」・ ・C-一 長1・g捨 式
よ り求め た.
但 し1。=入射 光 量,1=透 過 光 量,C=溶 液 の濃 度,
K=測 定 せ ん とす る溶 液 に対 す る常数.
m-Dnb反 応 に よ る呈 色度 は,17-KSの 種 類 に よ
つ て,異 る と も又 等 しい とも云 わ れ る.Langstroth,
三 宅 氏 に よればAndrosteroneとDehydroisoand-
rosteroneの呈 色 度 は,5200Aに於 け る吸 光値 で は全
く等 しい と云 つ てい る,猶,此 の呈 色 反 応 に 際 して,
ス テ ロイ ド及 びm-Dnbの 溶 煤 とな る無 水酒 精 は,
不 純 物 を 含 まぬ もので な け れ ば な らぬ.之 が不 純 物 を
含 む 時 は 呈 色が 干 渉 され て成 績 が 異 る ので,尿 エ キス
の 呈 色 反 応 に就 い て も 同様 の注 意 が 必要 で あ る,
4Fraserの 補 正 式 とTeststerone












neacetate(隔点138.5～139.50C)の呈色 液 を用 い
た,そ の結果は第2表 に示す通 りである.此のTest一





















謂 ケ トン分劃に17-KS以外のもの も混入するよう













































σ 標 準 扁 差0.0682
osteroneは尿 中 に は存 在 しな いが,呈 色 液 の 吸光 曲
線 は 尿 中非 ケ トン体 の夫 と非 常に 近 い ので,之 を用 い
る.此 のKi,Ksの 値 を用 い ると8NKOHの 場 合 に
は,次 の様 に な る.






尿 エ キス のEs46/ESESの値 がK8に 近 い 場合,即 ち
0.544に近 い場 合 は,純 粋 の17-KSに 近 いか ら補正 式
を 用 い る必 要 は な い.
之 に 反 して尿 エ キ スがKi即 ち1.155に近 き時 は,
尿 エ キ スに は ユ7-KSの含 有 量 が 少 く,非 ケ トン性 ス
テ ロイ ドのみ とな る.
5.加水分解と分劃法
水 に 不 溶性 の ケ トス テ ロイ ドはβ一Glucosiduronate
(Glucuronide)やsulfateester等の形 で 尿 中に 排
泄 され るか ら,尿 中 の17-KSを 抽 出す るに は,先
ず 酸又 は酵 素 を用 い て加水 分 解 した 後,エ ーテル そ の
他 の有 機 溶 媒 で抽 出す る.水 解 と抽 出 に於 け る 実験 は
Esoamilla,Pearson,Drekter等の ものが あ るが,
此 の 中,Drekterのエチ ール エ ー テル に よ る抽 出が 最
も簡 便 で迅 速 で あ る.水 解 の 時 間は,三 宅 氏 法 に準 じ
て80℃,30分 と した.更 に此 の方 法 で 回収 試 験 を 行
つ た 結 果 は 第3表 に 示す 通 りで あ る.
第3表 回 収 成 績
誤 差(%)
6.三 宅氏17-KS測 定法 の大要





























以上 の基 礎 的実 験 を参 考 と して,尿 エ キ ス 製 法 は
Drekter,呈色反 応 はPearson,補正式 はFraserを
引 用 した 所 の三 宅 氏 法 に準 じて測 定 を行 っ た.
24時間 尿 を集 め て そ の量 を 測 り,全 尿 の中 か らサ ソ
プル と して20ccを,100cc容量 の フ ラス コに 採 り,
濃 塩 酸6ccを 加え て,共 栓 と して,80℃ で30分間 加
熱,水 解 を 行 う.此 の水 解 液 の 中,10ccを100cc容
量 位 の分 液 漏斗 に と り,20ccの エ ーテル を加 え て,
30秒間強 く振盈 して,後,水 解 液 を分 液 除去 して,残
つ た エ ーテル エ キ スを10ccの10%NaOH及 び10
ccの 蒸溜 水 で 各 々1回 洗 諜 して,酸 分 劃 及 び フ=ノ
ール 分 劃 を除 去す る .此 の エ ーテル エキ ス の10ccを
試 験 管 に と り,エ ーテ ルを 蒸 発,乾 固す る.此 の 中
性 粗 製 エ キ ス 乾 固 物 質に1%m-Dnb無 水 酒 精 溶 液
0。8ccを加 え て 溶解 し,更 に8NKOHO.6ccを 加 え
て,試 験 管に 共 栓 を して,直 ちに 軽 く振つ て よ く混 合
せ しめ て,25℃20分 間反 応せ しめ る.反 応 終 了後 は
直 ち に冷 却 して,稀 繹 液2cc(局 方 酒 精3,蒸 溜 水1
の 混液)を 加 え て稀 繹 す る.一 方 対 照 と して1%m_
DnbO.8ccと8NKOHO.6ccとを 加 え て,エ キス と
同時 に25℃20分 間反 応 せ しめた 後,稀 繹 液 で薄 め た
Blank液を 入れ る.之 を光 度 計 で 測定 す る.補 正 さ
れ た17-KS量 は 次 の如 くな る.
17-KS1日排 泄 量=E'sss×C×S×U(立)晒
E'sss==補正 され た 緑 色部 の吸光 係 数
c=標 準 ス テ ロイ ドの γ/Ess3
1
rl.0070=142・8









益 女育 成 され,所 謂generaladaptationsy-
ndromeの学 説に迄発展 し,心 管 性,腎 性,
老 人性,内 因的疾患 の主な る致命的症候群が,
Stressに対 す る 内 分 泌 適 応反応の不全 に よ
つて起 るとな し,然 もそのStressは副 腎皮質
ホルモ ンと極 めて密接 な関係 にあるとい う見地
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よ り,ス テ ロイ ドホルモ ンの研 究が広範 囲に亘
り研究 されるに至つた.又Selyeは 内 部環 境
調 節作用の説か ら副腎皮質 ホルモンが生体の必
要 に応 じて,種 女なるホルモンを分泌す るとい
う仮 説を提唱 した.即 ち之にはGlucocortico-
ids,Mineralocorticoids,Testoids,Luteoids
等 があ る.
又一方AIbrightは,副腎皮質 か ら分泌 され
る主要 ホルモンはSHormoneとNHormolle
の二種 あつ て,夫 等が平衡 を保つ時が健康で あ
.るとし,SHormonはCortisone様のステ ロ
イ ドで,そ の分泌は脳下垂 体前 葉副腎刺戟ホル
モ ンACTHに よつて調節 され,又NHormon
CtAndrogene作用をもつ もので,性 腺刺戟 ホ
ルモ ンの調節を うけると解 釈 している.副 腎皮
質 ホルモン と17-KSは密接な関係 にあ り,今
後Corticoidsの研究 も益 々旺 んになるで あろ
う.
基礎的実験をふ りかえる と,水 解抽 出の部で
はDrekter,三宅氏法 により,塩 酸で加熱水解
し,エ ーテルを加 えて水解 液を分液除去 す ると
い う,迅 速簡 便な方法 で,Drekterの表題(a
rapidmethodforthedeterminationof
totalurinany17-KS)の名}⊂ふ さわ しい.水
解 の際に鉱酸 と加熱 す ると破壊や変 化を起 し易
く,時 汝色素を生 じ,比 色 に障碍 を来す欠点が
ある.即 ちEnge1,Cohenは之等を 検 討 して
別 な方法を とつている.
その他,Talbot法に よりGirard試薬Tを
用い.ケ ン ト分 劃を分離 して行 う方法 やDigi-
toninによっ て17-KSをa,βに分割 して測定
す る方法 もあるが時間的に長 くかか る.然 し今
後 はかか る測定が必要 であろう.
8.結 語
1)余 は今 回諸家の17-KS測定法を検討 し,
此の中Z反 応 の原理に基 き・,Drekterの方法 に
準 じて,尿 中性 エキスを製 し,Pearson法を改
良 して行つた三宅氏法 に準 じて,17-KSの基礎
的実験 を行つた.
2)呈 色法にはPearson法に より8NKOH
を用 い,そ の安定性 があ り,呈 色 度が高 く,反
応時間が短い事 を知つた.
3)標1準にはDehydroisoandrosteroneを
用い,尿エキスの非 ケTン 体代表 としてTesto
steroneacetateを用 い,補 正式 はFraserを
引用 した.
4)水 解 及び抽 出はDrekter及び三宅 式法
に準 じて行つた.尿 中性 エキス抽出の際にで る
着色物質 については炭末処理 を行わなかつ た.
(文献は最終篇に譲る)
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